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研究成果の概要：キャピラリーカラムやその内壁に機能性を持たせた分子認識キャピラリーを用

いて、生体試料や食品・環境試料中の微量の薬毒物及び食品・環境汚染物質を効率的に抽出・濃

縮する固相マイクロ抽出法を考案し、液体クロマトグラフィー−質量分析法(LC−MS)と連結したオ

ンライン自動分析法を開発した。また、薬毒物代謝酵素(CYP)活性測定法を確立し、薬毒物や汚

染物質の濃度と CYP酵素阻害活性を指標とした毒性を同時に分析できるシステムを検討した。 
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物分析、環境汚染物質、食品汚染分析、マイコトキシン、皮膚ガス分析 

 
２．研究の目的 １．研究開始当初の背景 
 本研究では、生物機能を模倣した機能性キ
ャピラリーを作製し、化合物濃度と毒性の同
時評価システムを開発することを目的とし、
以下の基礎的、応用的な研究を行った。 

 薬毒物の曝露による健康影響を評価する
ためには、化合物濃度だけでなくその量で安
全かどうか、その毒性も同時に測定する必要
がある。しかし、これまでの分析装置では高
感度化や高速化、操作性の向上が図られてき
たが、濃度と毒性を同時に評価できず、生体
や環境中の複雑な試料から微量の化合物を
抽出、濃縮、精製するための前処理技術の開
発が遅れているため、効率的試料前処理法の
開発が重要な課題となっている。 

(1) 分子インプリント(MIP)法による機能性
キャピラリーの作製とその性能評価 

(2) インチューブ固相マイクロ抽出(SPME)/ 
LC−MS 法による薬毒物及び食品・環境汚
染物質分析法の開発 

(3) 薬毒物代謝活性阻害による毒性評価 
  



３．研究の方法 
(1) 試薬及び試液 
 分析対象化合物は、純度の高い分析用標準
物質を用いた。各標準物質は、メタノールに
溶解して 1 mg/mL として保存し、精製水で適
当な濃度に希釈して使用した。また、移動相
溶媒には、LC−MS 用を、その他の試薬類は、
すべて試薬特級品を用いた。 
 
(2) 装置及び測定条件 
 装置は、Agilent 1100 シリーズ LC−MS シス
テムを使用した。測定条件は、分析対象化合
物に対して、様々な LC カラム及び移動相を
用いて分離を検討し、MS 及び蛍光検出条件を
最適化した。すべてのシステムの動作やプロ
グラム、データ処理はケミステーションで行
った。 
 
(3) インチューブ SPME 法 
図 1 に示すように、長さ 60 cm のキャピラ

リーカラムを1/16 インチのPEEKチューブに
通し、Supelco 製 1/16 インチの SS ユニオン
（0.25 μm）とフェラルで固定して、オート
サンプラーのインジェクションループとイ
ンジェクションニードルの間に取り付けた。
インチューブ SPME は、バイパスポジション
で計量ポンプによりメタノール吸入/吐出、
空気吸入、蒸留水吸入/吐出、サンプル吸入/
吐出(40 μL、100 μL/min、20 サイクル)、
メタノール吸入/吐出(2 μL、200 μL/min)
し、その後バルブをメインパスポジションに
切り替えて注入モードとなるようプログラ
ムした。インチューブ SPME 操作はすべて自
動的に行えるが、まず試料溶液の入ったバイ
アルをオートサンプラーにセットし、インジ
ェクションプログラムにより、計量ポンプで
キャピラリー内をメタノール及び蒸留水で
洗浄コンディショニングした後、試料溶液の
吸入/吐出を繰り返し、キャピラリー内固定
相へ化合物を吸着させる（図 1A）。次に、六
方バルブを切り替えて移動相を流して化合
物を脱離させ、移動相と共に HPLC カラムへ
移送し、分離された化合物を MS または蛍光
検出、データ解析する（図 1B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１インチューブ SPME/LC-MS システム 

(4) 分子認識キャピラリーの作製と性能評価 
 分析対象と構造の類似した化合物を鋳型
として用い、機能性モノマー（メタクリル酸）、
架橋剤（エチレングリコールジメタクリレー
ト）と共にクロロホルムに溶解し、重合開始
剤（2,2’−アゾビスイソブチロニトリル）を
加えた後、この混合液を窒素加圧下でフロロ
カーボン糸（65 cm×0.205 mm）を通したヒ
ューズドシリカキャピラリーカラム（60 cm
×0.32 mm, i.d.）内に充填し、65℃の水浴
中で 1時間加熱重合した。糸を抜き取った後、
窒素気流下で70℃のオーブン内で1時間乾燥
させ、移動相溶媒であるアセトニトリルでカ
ラム内を十分に洗浄して鋳型分子を除去し、
MIP キャピラリーを作製した。また、鋳型分
子を加えずに同様の操作で Non-MIPキャピラ
リーを作製した。MIP キャピラリーの性能は、
インチューブ SPME 法により、選択性や濃縮
効率から評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 分子インプリント法により、エストラジ
オールやカフェインを鋳型とした分子認識
ポリマー（人工医薬品受容体）の合成法を検
討し、その選択性や吸着能を評価した。フロ
ロカーボン糸をキャピラリー内へ挿入して
分子認識ポリマーをコーティングする新技
術を考案し、異なる骨格を有する化合物には
ほとんど選択性は認められず、類似構造を持
つ化合物に対し選択性の高い分子認識能を
示した。エストラジオール認識キャピラリー
は、環境ホルモン作用の評価に有効である。 
 
(2) SPME 法を用い、悪臭物質であるジオスミ
ンやメチルボルネオールの環境水分析法を
確立した。また、オンラインインチューブ
SPME法によるPFOSや PFOAなどの有機フッ素
化合物の選択的濃縮法を確立し、環境分析に
応用した。さらに、これまで困難であった水
溶性化合物の効率的濃縮に機能性極性キャ
ピラリーを用い、アミン類やアミノ酸類、ニ
コチンやコチニンの分析法を確立して、食品
試料や生体試料分析に適用できることを明
らかにした。 
 
(3) オンラインインチューブSPME/LC−MS法を
用いて、尿中ドーピング薬物や大麻代謝物の
高感度迅速分析、パツリンやアフラトキシン
類などの食品中かび毒（マイコトキシン）の
汚染分析、発がん性ベンゾ(a)ピレンなどの食
品中多環芳香族炭化水素類のインチューブ
SPME/HPLC−蛍光分析法を開発した。いずれの
方法も、有機溶媒をほとんど必要とせず、オ
ンラインで試料の抽出濃縮、自動分析が可能
であり、実用的な方法として、生体試料や食
品試料の分析に適用できることがわかった。 
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(4) ファイバーSPME を用いて、皮膚から放出
されるガスや滲出成分を効率よくサンプリン
グ、抽出濃縮できる手法を開発し、GC−MS 法と
の連携で高感度選択的なアルコール及び体臭
の簡易分析法を確立した。本法を用いれば、
非侵襲的に生体成分をサンプリング可能であ
り、疾病診断への応用が期待される。 
 
(5) CYP 酵素分子種の活性測定法を開発し、
カプサイシンやクルクミンなどの香辛料成
分に CYP 阻害効果が認められた。成分量と阻
害効果による毒性を同時評価するために、キ
ャピラリーへの酵素の固定化を検討したが、
期待する効果はまだ得られていない。 
 
 以上より、機能性キャピラリーを用いるオ
ンラインインチューブ SPME 法は、抽出濃縮
効果と自動分析を可能にしたが、今後化合物
濃度とその毒性効果も同時に測定できるよ
うになるためには、さらなる改良と工夫が必
要である。 
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